Abstract (Basic): EP 417563 , ,.>,_«.-, fee 

Insoluble TNF-BPs. or soluble and insoluble fragments of these (55 
or 75 kD-SDS PAGE) , in homogeneous form, and their salts are new. DNA 
sequences (I) encoding TNF-BPs, and derived amino acid sequences are 
given in the specification. (I) consists of a sequence encoding a 
TNF-BP and a sequence encoding all domains, except the first domain, of 
the human Ig having chain constant region (IgG. IgA. IgM, IgE, esp. 
IgM IgG. type 1 or 3) . TNF-BP can be prepared by culturing hosts, e.g. 
mammalian or insect cells, transformed with a vector containing- (I), 
and isolating and purifying the product. 

USE/ ADVANTAGE - TNF-BP is used in a therapeutic product, ana as 
an antigen for the production of mono- and polyclonal antibodies. 

In an example specific TNF-binding capacity at various concns is 
measured in a filter test: Kd = 10 power(-9)-10 power (-10) M. 8(26pp 
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® Die vorflegende Crfindung betriftt nichtJSsfiche Protelne Bowie BsSche Oder nkrrtJOsOche Fragmente davoa 
die TNF biriden, in homogener Form, sowie deren physilogisch vertrfigDchen Seize, trtsbeaondere solche 
Proteine mrt einem Molekulargewicht von etwa 55 Oder 75 kD (rtfehtreduzierende SOS-PAGE-Bedingungen), 
Verfahren 2ur Isofierung soteher Proteinen Antikfirper gegen solche Protelne. DNA-Seqoeraen, cfie fOr ntchtiasS- 
che Protsine sowie loaticho oder nichtldanche Fragmente davon. die TNF bendea kodieren, me tolche. die fOr 
Protelne kodieren. die zum etnen Toil aus etnem K>sGchen Fragment das TNF bfrtdet und zum «ideren Vet! aus 
alien Domanen ausser der ersten der konstanten Region der schweren Katte humaner ImmunglobuOno bestehen 
und die davon.kodierten rekomWnarrten Proteine wie Verfahren rur deren Herstellung mtttela transformlerter pro- 
wie eukaryotischer Wlrtszellen. 
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TNF-B1NDENDE PROTEJNE 



is 



20 



Tumor Nekrosis Faktor a (TNFa. euch Cachectin). auf Qrund seiner haomorm^sc^n^io^ie^v^ 
Wirfcung auf bestimmte Tumoren errtdeckt und Lymphotojdn (TNF0) sind nahe vsrwandtB Peptfdfakto- 
ren [3] aus der Masse der Lymptoldrta/Cytokine, die Im fotgendsn baide ois TNF fcazeichnet werden [cishs 
Uebersichtsarbaften 2 und 31 TNF verfDgt Obsr cm brsftes soOuJaVes VVtrbimgsspofrtrum. Betepteteweiea 
5 besitzt TNF tnhfbierende oder cytotaxische Wlrkung cut drte ReSte von TumcmiSrtJsn [2^1 otfmufiert <Se 
Profiferstton von Fibroblasts und die ph^rytiereno^tot^ AttMtSt von im^krfcchsn Zeflen 
t 4 * 5 - 8 ! induriert AdhSskmsmotekQle En EndothetzeOen odsr Qbt dne tnhibtenmtte WWamg euf Btdothei aus 
[7A9 J 0]. inhibfert die Synthase von speUfischsn Enzymen In Adpozyten [1 1] und btduzfert 6s Emrecsion 
von HistoicompafflrfrrtatsariU (12 J. Manche dieser TNF-Wiriomgsn wrden Obsr cine ImJuktion von 
io anderen Faktoren oder durch synergistische Effekte mH onderen Foktonm. trie betsp&sv*slse Intertwcnen 
Oder Interteutdnen erzielt [13-1 6 J. 

TNF 1st bei einer Reihe von Patnotogtschen Zustfinden, belspielswefee Scrmckzustflnden bei 
Meningoccccen-Sepsls [171 bei der Entwtekhmg von AirtoJnvrnm^tomenjionsphrltfs bei MSusen [18] otter 
bel cerebrater Malaria bei MSusen [19 J und beim Menschen [41] JnvoMert Ganz ongemein schelnen die 
toxischen Wirkungen von Endotoxin durch TNF vermittett zu sein [201 Wefterhin karm TNF wie tnterteukin-1 
Reber ausiosen [39]. Auf Grund der pleiotropen funktioneOen Bgenschstten von TNF karm man omehmen. 
dass TNF In Wechsetwirkung mit anderen CytoWnen be) einer ganzen Reihe weiterer pattofogischer 
Zust5nde als Mediator von Immunantwort EntzQndung oder anderen Prozessen beteiGgt 1st 

Oiese biotegischen Effekte werden durch TNF Ober spezffische Rezoptoren vermittett wobel nach 
heutigem Wlssertsstand sowohl TNFa wie TNFfl an die glefchen Rezeptoren binden [21 J. Verschiedene 
Zelltypqp untBrscheiden sich in der Anzahl von TNF-Rezeptoren [2223.241 Solcha ganz altgemeln 
gesprochen TNF-bindenden Proteine (TNF-BP) wurden durch kovaiente Bindung on radoaWv marWertes 
TNF nachgewiesen [24-29], wobei die fol enden scheinbaren Mc4ekuJargewichte der erhattenen TNF/TNF- 
BP-Komplexe ermrtteU wurden: 85/100 kD und 75 kD [24]. 85 kO und 7S kO [25], 138 kO 80 kD 75 kD und 
25 541(0 I 26 J 1002:5 kD [27]. 87 kO und 70 kO [28] und 145 kD [29]. Mrttels antf-TNF-Antikfirper- 
ImmunoaffinitatschromatDgraphie und praparativer SDS-Polyacryiamidgelelektrophorese (SOS-PAGE) konn- 
te ein solcher TNF/TNF-BP-Komptex isoliert warden [271 Die reduktive SpaJtung dieses (Complexes und 
anschliessende SDS-PAGE-Analyse ergab mehrere Banden. die aJferdings nicht auf TNF-Bindeaktivit5t 
getestet wurden. Da die spezifischen Bedingungen. <£e zu der Spaltung des Kornptexes verwendet werden 
30 mQssen. zur Inaktivierung des Bindeprotelns fQhren [31], 1st Estzteres auch nicht megBch gewesen Die 
Annetcherung von I5slichen TNF-BP aus dem humanen Serum oder Urfn mWels ksnenaustauscher- 
* Chromatography und Getfiftration {Molekulargewichte Im Bereich von 50 kD) wurda von Oisson et al 
beschrieben [301 

Brockhaus et al. [32] erhieften durch TNFa^J#mderttiffinltfi und HPtC aus Membran- 

js extrakten von HL60-Ze«en eine angereicherte TNF-BP-PrSparoA*on f die wiederum aJs Antigenprfiparalion zur 
Kerstellung von monoWonaien AntikOrpern gegen TNF-BP verwndet wurde. Urtter Verwendung eines 
sotohen immobiGsierten Antlk6rpers (^urtaffinitatschmmatcgr^ wurde mfttels TNrVUgandenaffird- 
tatschromatographie und HPLC von Lcetscher und Brockhaus [31 J aus einem Brtrakt von humensr Placenta 
e*ns angereicherte. Praparation von TNF-BP erhatten. die in der SDS-PAGE-Anaryse ebe cterke breite 
<o Bande bei 35 kD. efne cchwcchs Bands bei ©two 40 kD und ems oohr cchwccho Bonds im Bereich 
zwischen 55 kD und 60 kD ergab. Im Obngen zefgte das Gel Cm Bercteh von 33 kD Ws 40 kO oinen 
Protetnhirtorgrundschmler. Die Bedsutung der oo orhoitenon Proteinbmdsn wcr {cdcch im Mnbfick auf <Se 
HeterogenitSt des verwendeten Ausgangsmeterials (Pteosnta-Gewebe; voreiregtes Material aus mehraren 
Plaoanten) mcht War. 

45 Gegenstand der vorfiegenden Erfindung sind ntehtWaficha Proteinen dit beispielswetse (^branprotei- 
rta bzw. aogenannte Rezeptorea und WsSche oder rfchaesBche Fregmertte davon, <£o TNF binden (TNF- 
BP). In homcgener Form, sovrie deren Phyolotoglsch vertrSggch© Satzs. Bsvorxugt sind coiche Proteine, die 
gemiss SOS-PAGE untsr nicht reduzierenden Bedngungan dtnch cchsJnbare Mo^akijtbgawtehte von etwa 
55kD.51kD.38kD.36kDund34kDbzw.75kDund85ItD chorrfderteiert drtd, tmjbaconders coiche mft 
so - ©twa 55 kD und 75 kD. Worterhin bovorzugt cfnd coJcho Protafrw, <0e durch wsnSgsteno cine dsr foteandsn 
Aminosaureteilsequenzen gekennzeichnet sind: 

(IA) l^Val-Pro^is-Uu^ly-Asp-ArgrGIu-Lys-Arg-Asp-Ser-Ve^^ 
X-Asn-Ser-lle 

OB) $er-Thr-Pro^tu-Lys^kH3ly^U/-^ 

OIA) SerK3IrhLeu-Glu-Thr-Pro-Glu-Thr^u4jeu-Gly-Ser-Trir-GI^ 
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2 ^LAIa^ln-VahA.a-Phe-X-P^Tyr-A la -PaH3.u-PnM3ly-Ser-Thr^y, 
(HE) He-X-Pro^ly-Phe-Gly-VaJ-Ala-Tyr-Pro-Ala-Leu^lu 
OIF) Leu-Cys-Ala-Pro 

S G^^^^X-X^X-A^ woOe.X.Ure.nen Ambtoaiurerest ateM. de, 
t?£2£ ST^t^NF-eP dun* m. K-tenrfnate Ttftequn. charade* ~rde« 

sr r ££££££ •* . ~»*-^->-. «• — * » 

TWF-BP. wese vbibjuw minima oines Zoll- odor GowobsoxtraWBS. tmmunafflnrtfitschroma- 

gungsschritle ^^Z^^^^^^l^s^^. hochauTCsende FlOssigkeKs- 

bon der aus dam ^^^J^M Semite In, Rahmon dor «. Ksacden Aufgabe 

erfiodungsgomassen Verfahrens e ^ en ^ ™ .^ lse ^ ^ngBch fOr die Anreicherung von TNF- 
modifziert und verbessejt •"J^^^E^^ 

BP aus humaner Placenta [31] verwenoew rannw RCA-Seoharose 48-VorsSule vowondot wur- 

d,. Dies* VorsSule wurde ^ A*J SS^S oes Extraktsa wurxlen die balden 
aSule und gefvkjt von der ^^J"^ 5 ^ !£jS5t und ^TNF-BP-aktiven Fraktionen wurdan 
^Wgenanntan Sau-en EgT^^^!^ » * °^™ h ™9 

^nl^HF^ S^eSTgen L6sungsmMe.gem.sche,. 

Umkehrpnasen-HPLC Scenes «tfl a ZelWicrrten von SSugenelten. aus denen 
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45 h ?f , * r ^;— ^ n rf-, voraeoenden ErtWung nlcht raff cteBscfw Veitenten, condern ou* ootate 
- Das Ms*. de3S , ™ ^TrTLdr^tetionan. Substfr/ttonen und Additions von «nam oder 

Bevorzugt and ^^^^^^f^X^ AbMdung 1 dagastette Sequsnz tesondere 
- Motekutanjewicht *on e*« ^^^^^^^Lte «S^n Pretax todJeren. 
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onenen Leserasters von NuWeot* 2 S^SiS^^T STS^S *• 
parfelien CDNA-Seqoanz in figur 4 tofiert, ^ *S^^£J^" ^ W ** 

besbmmten AmrnosSuresequonan von der von der cONA S^ oT^ 8 " expenrT,entel1 

: Se^enzeo. die «r nichUosDche ^se^^^^^S^^^! *? ^ 

ran Molefculargewteht von 75 UV5S M) tarfenOTD^^fflit^«^^L^^ m cchs{ *8- 

tonstantan Region der scrr«eren KM, von r^n^fnLr^S^- ^L*' ^ «* 
Ore vodiegend, Erfindung baWffl rSrSTZ SKEXTX EL2£ ^ tod5e ' t 

^ is? ™ f - bp zzztgzz ^nr^ a M ndt r ^^F^rd^^ s Sf ,:,, 

mil anderen. an der SignalObertraouno beteiliaten Mamhmn^^J^ , WechseMrkung 
der, Oder ernarten wurder, ^^^^c^^Z^^J^ r?^^ M 
> AMviUt scene, MoJekOte nich, verSrriern. ^t^L^^S £^ ^J? «<* 
Neurath und R.L Hid «n "The Proteins" {Academ^P^ ^ n ^^^^ 8,SWe,Sa ^ H * 
14, bescJneben. Die am hasten voLut^a^^^ 

AlaGly. Ala/Thr. Ser/Asn. Ala/Val. Ser/Qly TvWPhe AIs^i^/a '« « ' Y ' As P /GIu - Thr/Ser. 

erflndungsgemasse PNA-Se^eWe^t ur^L^S^^^ ^ femsr VeWofefl - *• 

expression der von den erfindongsgamassen D^q^ koS^L^ ^JE^S* *" 
die vornegende Erfindung auch noch mil solchen vm^Z, **J<erten Proteine mint SchtessGch betriffl 
stoma, w* Ve^ren J He^C ^ e^^^^^^f-^ 
rung soicher Wirtssysteme und anschfiessenda t«^ZT!c » ^ Verbindungen durch KulUvie- 
seibs. Oder deren ic^rs^T^ *™° ^ oen Wirtssystemen 

Qegenstand der vortegenden Erfindung sind auch pharmazeutischo Prf™,,,* ^ , ' 
d-eser TNF-BP oder Fragmente davon. Z^n.cm^T^^^^ ^l^^ ^ 

2sr Substan2en ^ * — ^Jsrcss 

deren Verlauf TNF Irwotviertist ^ ^ B8ha ^M> von Krankheiten, bsvoraigt sotehen. in 

Methoden des Standas der Teehnfc mh»«»i. -^oJ^^Tv^^ TWr^BP bSnnsn dam nech bsltanntsn 

deten Nachwelsmethoden tDr TNF-BP h^^o^lZL iZT^J^r^ Wraisn ^ 0bCcterw eJsa vemen- 
TNF/TNF-BP-Kbrnp^^es [271 ^^L^ F^J!l^ ft ^' yt ^^ ™««tg des «^ 
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anQegebenen EJektro-DiaJysexeiten general! zu verdcppetn sind. Danach noch verbialbende Spuren von 
SDS konnen dann gemSss Bosserhoff et aJ. [50] entfemt werden. 

Oie so gereinigten TNF-BP kfinrten mittels der im Stand der Technik bekannten Methoden der 
Peptidchemie, wie beispielsweise N-terminale AminosSurssequenztenmg oder enzymaiische wie chemische 
s Pepttdspaltung charakterisiert werden- Durch enzymatische odor chemische SpaJlung erhaltene Fregmente 
kOnnen nach gfingigen Methoden. wie beispielsweise HPLC. eufgetrertnt und sett>st wieder N-terminaJ 
cequenziert werden. Solche Fragmente. die setbst noch TNF binden, fcfinnen mittBis der obsngsnanrttsn 
Nc^iweismsthoden fQr TNF-BP Wentifiziert warden und stod obsnfafls Gsgsnstcrtd der vctfGsgenden 
ErfinduitQ. 

io . Aucgahend von dsr co erhfi&Ecrtan AmlnosQumssquanzfnfonnaSon Oder dsn In Rgur 1 wio Ftgur 4 
dargestelrten DMA- wte AmhtosSufesequsnzcn k6rtnsji totter Bocchtung dor Dcgoncrufion dots gsneticchen 
Codes nach tm Stand der Technik bekannten Meffwdsn gesigjtste O3gcnukteottd3 hergestettt werdsn [51 J. 
Mittels dieser k6nnen dann wiederum nach bekararten Methoden der Mo&arfarttologfe [42,43] cONA- oder 
genomlscha ONA-Banken nach Ktonen, die fur TNF-6P todierende Wu^msfiuressoifanzen ©nthalten, 

is abgesucht werden. Ausserdem MJrtnen mtttels der Po*ymerase4CGtfertroaIctfon (PCR) [48] cONA-Frcgmcnte 
tdoruert werden, Mem von zwet auseinandertiegendGn, relativ kurzen Abschnftten dor AmSncsfiurosequenz 
unter Beachtung des genetischen Codes vonstindfg degenerlerte und In Hirer tComptementarftfit geeignete 
OGgonucleotide als "Primer" elngesetzt werden, wodurch das zwischen diesen beiden Sequenzen Begende 
Fragment ampfiftziert und tdentrftziert werden kann. Die Bestimmung der NukJeotidsequeru emes derartigen 

20 Fragmentes ermSglicht eine unabhSngige Bestimmung der AmirtosSure-Sequenz des Protelnfragments, fOr 
das es kodtert Die mittels der PCR erhSltfichen cDNA-Fregmente kdnnen ebanfails, wie bereits fOr die 
OligonuMeotide esGxst beschrieben, nach bekannten Methoden zum Aufsuchen von fQr TNF-BP kodlerende 
Nukieinsa^jresequenzsn enthaftsrtden KJonen aus cDNA- bzw. genomlsche DNA-Banken verwendet werden. 
Sotche NuWeinsfiuressquertzen kSnrten daitn nach bekannten Methoden cequanziert werden (42 J. Aufgrund 

25 der so tbstimmten wis der fQr b eslu rente Rezeptoren beretts bekannten Sequenzen kSnnen sotche 
Teilsequenzen. die fOr ISsTiche TWF-BP-Fragmente kodieren. besa'mmt und mtttels bekannter Methoden aus 
der Geeamtstfquenz herausgeschnitten werden [42V 

Die gesamte Sequenz oder solche Teilsequenzen k5 nnen dann mfttets bekannter Methoden m tm Stand 
der Technik beschriebene Vektoren zu deren Vervielf&ttigung wie .Expression In Prokaiyoten trttegriert 

30 werden (42J. Geeignete Prokaryotische Wirtsorganismen stellen betsptelswelse gram-negative wie gram- 
Positive Bakterien, wie beispielsweise E. coli StSmme. wie E. coU HB 101 [ATCC Nr. 33 694] oder E. coli 
W3110 [ATCC Nr. 27 325] oder B. subtifis Stamme dar. 

Weiterhin k5nnen erfindungsgomSsse NukleirtsSuresequertzen, die fOr TNF-BP sowie fur TNF-BP- 
Fragmente kodieren, in geeignete Vektoren zur Vermeruung wie Expression In eukaryotischen Wirtszelten. 

35 ^wie beispielsweise Hete. Insekten- und Saugerzelien, mittels bekannter Methoden Integrlen werden. 
Expression ssttter Sequenzen ©rfoigt bevorzugt tn SSuger- wie tnsektenzeilen. 

En typisrftsr E^pressionsvektor 90r SsugarzaGsn ortihSft <c&\ effizfentes Prornotoreternent um eine gute 
Transknptionsrsta zu erzieten. die zu expHmierend® DNA*Sequenz und Signate fUr eine efflziente Termina- 
tion und Polyadenytierung des Transkripts. Wettere Elemente, die verwendet werden kSnnen, sind 

40 "Enhancer", wetche zu nochmaJs verstarkter Transkription fQhren und Sequenzen. wetche z.B. eine ISngere 
Haibwertszeit der mRNA bewfrken k6nnen. Zur Expression von Nukteinsfiuresequenzen. dsnen das endo- 
gene fUr ein SignaJpeptid kooierende SequenzstOck fehU kSnnen Vektoren verwendet werden, ale solche 
geeignete Sequenzen. ale fUr SJgnaipeptide von artderen bekcnntsn Protelnen kodieren, cnthalten. Siehe 
beispielsweise der von Cuilen, Bit tn Cafl 46 , 973-082 (1866) beochrtebene Vcktor pU268 odor ouch be! 

45 Sharma, S. ot oL tn °Cunent Communicclions tn Motecutar Biology 0 . cdL by Got^btg. WU^ Cold Spring 
Harbor Ub. (1685). Soften 73*7a 

•Die meistfin Vektoren, die fur eine transtente Expression cSnsr bsstimmten ONA-Sequsnz En SSugerzel* 
fen w wer td et csnten. ©nJhaJtsn can RspSoatkyrtsurGpTong des SV40 Vtrua tn Zottsn. do das T-Antigen des 
Virus (d^Jtrnja ren, (zJ8. OOS-Zelten). vrerdsn cfiese Vektoren ataik varmehrt. Bne vorObergshsnde Enpres* 

so cten rst cber ttidht out COS-Zellen beschrSnkt. tm Prtnzip kann |edd tratsfek^erbare SSugorzeHGnte hiorfQr 
verwendet werdea Signal e, ale eine Starke TrenskriptJon bewkken bdrtnen, cirtd zJB. dip frOhsn und Gp&ten 
Promotoren von SV40, der Promoter and Enhancer des "major tmmsdat^aa/ty 0 Gens deo KCMV 
(humaner Cytomegalovirus), die LTRs (°tong terminal repeats 0 ) von Retrovlren, wfo beispielsweise RSV, 
HIV und MMTV. Es kSnnen aber auch Signale von zeUutSren Gertsn, wte z.B. <£e Promotoren des Akdn- 

65 und CoI1agenase*Gens ( verwendet werden. 

AKernat'rv konnen aber auch stabile ZeOIinien. die die 8pezifische ONA-Sequenz Im Qenom 
(Chromosdm) mtegriert haben. erhalten werden. Hierzu wird die DNA-Sequenz zusammen mit einem 
setektierbaren Marker, z.B. Neomycin. Hygromycin. Di h ydrof otet-Reduktase (dhfr) Oder HypoxantNn- 
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Guamn-Phosphwaxwyttransferase (hgpt) tatransfefcUerL D» ctabil Ins Chromosom eingsbairte DNA-Se- 
quenz kann audi noch stark vermehrt warden. En geelgrteter Selektionsrnarker hJerfOr 1st beispielsweise 
die D,hydrofolat-Reduktase (dhfr). SSugerrellen (z.B. CHO-ZeOen). welche keln trttaktes dhfr-Gen entbaten 
warden herbal nacfi erfolgter Transfektion mit steigenden Mertgen von Methotrexst rnkuMert Auf diese 
Weise kfinnen ZellBnlen erhalten warden, welche mehr als tausend Kopten dsr gewfJnschten DNA-Seausnz 

t^T^''?™^^ &<preSSfon werden kflrmen, rfnd *B. ZeOsn der menechSchen 

r^T^^ a tATC ° 04X21 ^ 283 lATCC CRL 15731 3T3- [ATCC CCL 163] und L-SfaTiB 
£TCC CO. 149J. (CHOhZeOen [ATCC CCL 611 BHK [ATCC CCL 10]-Zellen d» CV 1 tMK £L 

70J- und die COS-ZeUfin&n [ATCC CRL 1650. CRL 1651J. 

«^ 9n , e .^! X ?? 3 f^ 3V ^! Dren umf8SS8n ^spieJswelsa Vefctoren wte pBC12MI [ATCC 67 109L 
pSV2dhfr [ATCC 37 1461 pSVL [Pharmada. Uppsala. Sweden! pRSVCat [ATCC 37 152] und pMSQ 
E'S ^± Besonder bevorzurjte Vektoren sind die to Beispiel 0 verwendeten Vektoren 

M P B ,n<, ^fJf .^J ^ Wnn<,n QU3d8nml,&,ftsn troisformlerten E coO-StSmmen HB10l(pK19) und 
?™ ?!£ ' bekanrtBn Mathod8fl *°««« 142]- Diese E. coB-Stammo wtmfen om 26 Januar 
1930 ba der Deutschen Sammlung von M&roorganismen und ZefEajfturen GmbH (DSM) In BrmmschweJn 
BRD unter DSM 5761 fur HB101(pK19) und OMS 5764 fur HBl01(pN123) hintertegt. Zur Expressic>nder 
Prote.ne. die aus elnem ISsOcnen Fragment von rtchtlo'slichen TNF-BP und einem ImmunglobuQrvmten dh. 
alien Oomanen nusser der ersten der konstanten Region der schweren Katie, bestehen, ekjnan aich 
besonders pSV2 abgeleitete Vektoren wie beispielsweise von German. C. In "DNA Ctoning° [Vol [f'edt von 
Glover O.M.. IRL Press. Oxford. 1985] beschrieben. Besonders bevorzugte Vektoren sfnd dtebel der 
Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und ZefUculturen GmbH (DSM) to Braunschweig BRD hlnter- 
legten und in der Europaischen PaterrtanmeWung Nr. 90107393.2 genau beschriebenen Vektoren pCD4-Hu 
DSM 5315). pCD4-H T l (DSM 5314) und pCD4-H 7 3 (DSM 5523). Besagte EwopSischa Patentschrlftwle die 
Be<sptel 11 angegebenen fiquivalenten Anmeldungen enthalten auch Angaben baaJglich der weiteren 
Verwendung dieser Vektoren zur Expression von chimiren Proteinen (siehe auch Belsplel 11) He zur 
Konstruktion von Vektoren (Or die Expression von solchen chlmaren Proteinen mit anderen tnwimolobuGn- 
anteilen. " 

Die Art und Weise wie die Zellen transfektiert werden hSngt vom gewahrten Expressions- und 
Vektorsystem ab. Ene Uebersicht Ober diese Methoden findot man z.B. bei Pollard et a) "ONA Transfor- 
mation of Mammalian Cells" In "Methods In Molecular Biology" (Nucleic Adds Vol. £ 1684 Walker J M 
ed. Humana. Clifton. New Jersey]. Weltere Methodan findet man bei Chen und Okayama ["Wgh-Efficiencv 
Transformation of Mammalian Cells by Plasmld DNA". Molecular and Cell Biology 7 . 2745-2752 1987] und 
to. Feigner [Feigner et al.. "Upofectin: A highly efficient, fipkhnediated DNA-transTection procedure" Proc. 
o Nat Acad. Sd. USA 84 . 7413-7417. 1987]. ' 

Zur Expression JcT Insektenzellen kann das Bacutevirus-EKpressfons-System. welches schon Kir die 
Express.on einer Relhe von Proteinen erfokjrelch etagesett worden 1st (fUr eine Uebersicht siehe Lucfcow 
?t rr 6 ^' Bi * Technoto Sy 5 . 47 -55- '888)- verwendet werden. Rekombinante Protefne kSnnen 
aumentisch oder als Fustonsprotelne hergestent werden. Die so hergesteltten Protelne kSnnen auch 
modifizierL wie beispielsweise gtytosyRert (Smith et oL. Proc. Nat Acad. Sd. USA 82 8404-8406. 1987) 
sein. FQr die Herstallung eines rekombinanten Bacutovirus. der das gawOnschte" Protein exprfmiert. 
verwendet man einen aogenarmten Trensfervektor". Kenmter versteht man ein Plasmkl.. wetches die 

S°^^f eqU ^Jf ter . <tSr Kcrtr ° n9 6,038 Pnjmotero. Z.B. d«n dos PofyhsdriRosns. 

enmart. wotei dtese auf bsMsn Seiten von wraten Ssqusman umgaben 1st Basonttere bavcrzugte Vektoren 
and die tn BeispM 10 verwendaten VeMoren °pNH3°. °pN118 D und °pN124°. Dtesa Utrmsn aa dsn mit 
Binentarisfwnilerten E coO-SHmmen HB101(pN113). HB101(pN119) und HBl01(pWl24) nach betcannten 
Methoden IsoDert werden [42J. Diese E. eo6-S*mme wurden om 26. Januar 1^) bL der SSI 
Sammlung von Mikroornarfsmen imd Zetlkufturan GmbH (DSM) m Braunschweig. 3RD. unter DSM 5782 fQr 
HB101(J>N113). DSM 5763 Sir HB101(pN119) und DSM 5765 fur HB101(pNl 2 4) Wrttertegt Der Tromfervek- 
tor wird dann zusammen mit ONA des Wildtyp^eoutovlnjs to die trtsektenzellen transferer! Die in dan 
f^l^I i *™ 0iog * Retombinalten entstehenden rekornttnonten Wren Urmen dann nach bskartnten 
Methoden klentrfmert und isoBert werden. Bne Uebersfcht Ober das Bmdovlnjs-BvresstettsystBm und 
dsr dabet verwertdeten Methoden (indet nun bei LuoJspw und Sununens [52]. 

&prfm?ertB TNF-BP wie Ihre riichtJSs&chen oder KsBchsn Frcgrnente kdnnsn dam nach bn Stand der 
Technlk bekannten Methoden der Protelrtchemle. wte bslspielswelse den bsrelts auf Seiten 5-6 beschriebe- 
nen Verfahruns aus der Zelbnasse oder den KutairfJberstfinden geretnigt werden. 

Die eifindungsgemfiss erhaftenen TNF-BP kfinnen auch als Antjgene zur Erzeugung von poty- und 
monddonalen AntikSrpem nach bekannten Methoden der Technik [44.45] Oder gemSss dem in Beispfei 3 
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beschriebenen Verfahren verwendet warden. Sofche Antikfirper, insbesondere moooWonale Antikflrper 
gegen die 75 kD-TNF-8P-Spezies. sind ebenfafls Gegenstand der vortiegenden Erfindung. Seiche gegen 
die 75 kD TNF-BP gerichtete AntikSrper kfinnen durch dem Fachmann gefcufige Modtfikationen des bi den 
Beispielen 4-6 fm Detail beschriebenen Reinigungsvedahrens zur Iso&erung von TNF-BP eingesetzt warden. 

6 Auf Gnjnd der hohen BindungsaffinitSt effindungsgemfissef TNF-BP fOr TNF (K^Werte tn den Gr6> 
senordnungen von 10"* - 1~ ,0 M) k6nnen tfese Oder Fragments davon tis Dlagnostika zum Nachweis von 
TNF In Serum oder anderen KB rpe rflQ ssigke iten nach bn Stand der Technik b ekann ten Methoden, 
bdsptelswetse in r^stpnasenbindungstests oder in Verbtndung nut Anti-TNF-BP-Anfikfirpern in togenanntan 
•Sandwich "-Tests, eingesetzt werden. 

io Im Obrtgen Wrwen erfmdungsgemSsse TNF-BP einereete zur Ralnftgung von TNF und anderersetts 
zum Auffinden von TNF-Agonisten sowle TNF-Antagonistan nach im Stand der TechnOc bekanrtfen Verfah- 
ren verwendet werden. 

Die erfirtdungsgemassen TNF-BP sowto deren physiotogfsch vertrSgBche Seize, de nach tm Stand der 
Technfk bekannten Methoden hergestetft werden kOrmea kflnnen auch zur Hersteflung von pharmazeutf- 

16 achen PrSparaten. vor ailem solchen zur Behandlung von Krankheften. bel deren Veriauf TNF invoMert 1st 
verwendet werden. Dazu kann eine oder mehrere der genannten Verbtndungen, falls wOnscftenswert bzw. 
erfordertich in Verbindung mft anderen pharmazeutisch aktiven Substanzen, mft den Obficherwolse verwen- 
deten festen oder flUssigen Tragermatedafien in befcanrtter Weise verarbeftet werden. Die Doslerung solcher 
PrSparate kann unter BerOckstchtlgung der Oblichen Krfterien In Anatogle zu bererts verwendeten Prfipara- 

20 ten Shnlicher Akth/itSt und Struktur erfolgen. 

Nachdem die Erfindung vorstehend allgemein beschrieben worden 1st soften die fofgenden Belspiele 
Enzefherten der Erfindung veranschaulichen. ohne dass diese dadurch in Irgendeiner Weise elngeschrSnkt 
wird. 

25 V 

Beispiel 1 



30 Nachweis von TNF-bindenden Proteinen 

Die TNF-BP wurden in einem FiftBrtast mit humanem radto-Jodiertem 125 H"NF nachgewiesen. TNF 
(46.47) wurde .mit Na !B I (IMS40, Amersham, Amersham. England) und todo-Gen (#28600. Pierce 
Eurochemie. Oud-Beijerland. Niederlande) nach Fraker und Speck [48] radioaktiv makiert. Zum Nachweis 

w ^Jer TNF-BP wurden isonerte Membranen der Zelten oder &ire sotublBsterten, angereicherten und gereinlg- 
ten Fraktionen auf angefeuchtete Nitrocellulose-Fitter (0.45 u. BtoRad, Richmond. California, USA) aufgetra- 
gen. Die Filter wurden dann In Puff ertti sung mit 1% entfettetem Milchputver bkxktert und ansch&essend mft 
S'10 5 cpm/ml 1l5 l-TNFo (0.3-1.0*10» cpm/Ug) in zwei AnsStzen mit und ohne Beigabe von 5ug/ml rdcht- 
markiertem TNFa inkubiert, gewaschen und luftgetrocknet CHe gebundene RarJoaktivitat wurde autoradio- 

40 graphisch semiquantitativ nachgewiesen oder In einem vCounter gezfihtt Die speziflsche 12S l-TNF-a- 
Bindung wurde nach Korrektur (Or unspezifische Bindung in Anwesenheft von unmarldertem TNF-a im 
Ueberschuss ermrttett Die spezmsche TNF-Bindung im Rttartest wurde bel verschiedenen TNF-Konzentra- 
tionen'gemessen und nach Scatchard anaiystert (33 J. wobel ein K^-Wert von -10~*-10~ to M errnitteft wurde. 

45 

Beispiel 2 



50 Zeltextrakte von HL-60-Zelten 

HLBO ZeOen [ATCC-Nr. CCL 240] wurden In expert menteflem Labormasstab In einem RPM1 1840- 
Medium [GIBCO-Katafog f^r. 074-01800], das noch 2 g/1 NaHCOj und 5% rotates KBberserum errthieft, tn 
einer 5% COj -Atmosphere kutttviert und anschGessend zerrtrtfugiert. 
ss Zum Erzielen hoher Zelldichten In technischem Masstab wurde folgendermassen verfahrert Die 
Zuchtung wurde in einem 75 I Airtrftferrnenter (Fa. Chemap. Schwelz) mit 58 1 Arbeftsvofumen durchgefOhit 
Hierfur wurde das Kassettenmembransystem "PROSTAK" (MilGpore. Scmveiz) mit efner MembranflSche 
von 0.32 m 2 (1 Kassette) in den fiusseren Zirkulatfonskreislauf Integriert Das Kutturmedium (stehe Tabelie 
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1) wurde mit einer Watson-Martow Pumpen TYP 603 U, mit 5 l/min. umgepumpt Nz&i diner Darnpfstertfisa- 
lioo der Anlagen wobei das "PROSTAK" System im Autoklaven sepa/at steritisiert wurde. wurde die 
Fermentation mit wachsenden HL-60 ZeBen aus einem 20 I A/rCftfermenter (Chemap) ge start et Die 
ZatlzQchtung tm Impffermenter erfotgte Im konvontionelten Batchverfahren In dam Medium gemSss TabeJle 

s 1 und einem Startzelititer von 2x10 s Zellen/ml. Nach 4 Tagen wurde der HL60 Ansatz mit einem Titer von 
4.9x10 s Zeflen/mi in den 75 I Fermentsr Gberfuhrt Der pH-Wert wurde be* 7.1 und der pOz Wert bei 25% 
S3ttigung gehalteru wobei der Sauerstoffeintrag durch eine mikropordse Frttte erfoigte. Nach anfangScher 
Batchfermentation wurde am 2. Tag die Perfusion be! einem ZeKtiter von 4x10 s ZeBen/ml mit 30 I 
Mediumsaustausch Pro Tag gestartet. Auf der Rftratsefte der Mem bran wurde das kondrtionierte Medium 

io abgezogen und durch den Zuiauf von frischem Medium ersetzt Das Zuiaufmedlum wurde wte totgt 
verstSrkt Primatone von 0.25% auf 0.35%, Gtutamm von 5 mM auf 6 mM und Glucose von 4 g/1 auf 8 g/L 
Die Perfuslonsrate wurde dann am 3. und 4. Tag auf 72 1 Medium/Tag und am 5. Tag auf 100 I Medium/Tag 
erhShL Nach 120 Stunden der kontinuiertichen ZOchtung wurde die Fermentation beendet Unter den 
gegebenen Fermentationsbedlngungen erfolgte exponentieQes Zeflwachstum bra 40x10* Zeflen/mL Die 

15 Verdopptungszert der Zettpoputation betrug bis 10x10* Ze Hen/ml 20-22 Stunden und stieg dann mtt 
mnehmender Zelkfichte auf 30-36 Stunden an. Der Anted der lebenden ZeHen lag wfihrend der gesamten 
Fermentat'onszert bei 90-95%. Der HL-60 Ansatz wurde dann Im Fermenter auf ca. 12* C heruntergekQhlt 
und die Zellen durch Zentrifugation (Beckman-Zentrifuge [Modetl J-6B, Rotor JSJ. 3000 rpm, 10 min.. 4*C) 
geerntet. 

20 

Tabelle 1 

HL-60 Medium 

Komponenten Konzentrationen 

' mq/1 

CaCl 2 (vasserfrei) 112,644 

oo Ca(N0 3 ) 2 »4H 2 0 20 

CuS0 4 »5H 2 0 0.498-10" 3 

Fe(N0 3 ) 3 »9H 2 O 0.02 

FeSO •7H O 0.1668 
35 # 4 2 

KC1 336.72 
KN0 3 0.0309 



40 



45 



SO 



55 



MgCl 2 (vassecf rei) 11.444 
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MgSO^ (vasserfrei) 
NaCl 

Na^HPC) (waeserfroi) 
2 4 

NaH PO *H O 
2 4 2 

Na 2 Se0 3 »5H 2 0 

ZnSO *7H O 
4 2 

D-GlucoGe 
GlucatbloQ (red.) 
Hepes-Puf fer 
Hypoxanthin 
LlnolsSure 
LipoasSure 
Phenolroc 
Putrescin 2HC1 
^ Na-Pyruvat 
Thymidin 
Biotin 

D-Ca-Pantothenat 

Cholinchloc id 

Fols^ure 

i-InoGitol 

Niacinamid 

Nicotinamid 

para-AminobenzoeGdure 

Pyridoxal HC1 

Pyridoxin HC1 

Riboflavin 

Thiamin HC1 

Vitamin B 12 

L-Alanin 

L-AcparaginsSure 
L-Aspacagin H 2 0 
L-Aryinin 
L-Aryinin HC1 
L-Aepartat 



68,37 
5801,8 
188.408 
75 
9.6»10" 
0.1726 

4000 

0,2 
2383.2 
0.954 
0.0168 
0.042 

10,24 
0.0322 

88 
0,146 
0,04666 
2.546 
5.792 
2,86 

11.32 
2.6 

0.0074 
0.2 

2.4124 
0.2 

0,2876 

2,668 

0,2782 

11.78 
10 

14,362 
40 

92,6 
33,32 
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L-Cyetin 2HC1 
L-Cystein HC1«H 2 0 
L-Glutamiasaure 
L-Glutamia 
L-Giycin 
L-Histidia 
L-Histidin HC1*H 2 0 
L-Hydroxypyrolin 
L-Isoieucin 
L-Leucin 
L-Lysin HC1 
L-Methionin 
L-Phenylalanin 
L-Prolin 
* L-Serin 
L-Threonin 
L-Tryptophan 
L-Tyrosin»2Na 
L-Valin 



62.04 
7,024 

36,94 
730 

21.5 
3 

27,392 
4 

73,788 
75.62 
102.9 
21.896 
43,592 
26.9 
31.3 
53 

11.008 

69.76 

62.74 



Penicillin/Streptomycin 

Insulin (human) 

Tranf err in (human) 

Hinder serumalbumin 

Primatone RL (Sheffield Producte. 

Norwich NY, USA) 

Pluronic F68 

(Serva. Heidelberg. BED) 
FOtales K&lberserum 



100 U/ml 
5 ug/ml 
15 u?/nl 
67 ug/ml 

0.25% 

0,01% 
0.3-3% 



Das Zentrifugat wurde mtt isotonem Phosphalpuffer (PBS; 02 gl Kd, 02 g/1 KHaPO*, 6.0 q/1 Nad. 2.16 
p/t NaaHPOi * TH^O). der mit 5% CKmethytformamld. 10 mM Baazamidin, 100 E/mJ Apcotinln. 10 uM 
laupeptin, 1 uM Pepstatin, 1 mM o-Phenanttuofin, 5 mM Jodacetamid. 1 mM Phenytmethyteutfom/tnuorW 
vaaetzt war (an Mpendan aJs PBS-M bezecchnet), gewaachan. Dw gewaschenen ZaOen wurdan bel elner 
Oichts von 2,5 MO* ZeHenAnl tn PBS-M mtt Triton X-100 (Bxikonzentratfon 1.0%) extrahtort Der ZoQextrakt 
wurde durch Zentnfugation geWSrt (15 000 x g, 1 Stunde; 100*000 x g. 1 Stunde). 



Beispiel 3 
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Hersteltung von monoktonalen (TNF-BPhAntikgrpem 

En gem2ss Belspiel 2 erhaltener Zentrifugationsaberstand aus Kuftivierung von HL60-ZeOen Im 
experimenteljen Labormasstab wurde im Verhfiltnis 1:10 mft PBS verdOnnt Der verdOnnte Ueberstand 

6 wurde bei 4* C euf eine Sfiule aufgetregen (Russrate: 02 mlrrnln.). die 2 ml Affigel 10 enthiett (Bio Had 
Katalog Nr. 153-6099). an das 20 mg rekcmWrtantes humanes TNF-o [Pennrca, 0. et al. (1964) Nature 312 , 
724; Sttnai. T. et al. (1885) Nature 313 . 803; Wang. A.M. et el (1885) Sdence 228 . 149] gemfiss~den 
Empfehlungen des HecsteOers oefcoppeit worden war. Die S&uto wurde bei 4*C u75T einer Ouchfcssrata 
von 1 mVmln ruerst mft 20 ml PBS, das 0.1% Triton X 114 enthieft und danach mft 20 ml PBS gewaschen. 

iq So anoereichertBS TNF-BP wurde bei 22* C und einer Russrate von 2 ml/tntn mft 4 ml 100 mM Grycin, pH 
2-8. 0,1% Oecytmaftosid etuiert Da$ Buat wurde In einer Centrioon 30 Bnheft (Amicon] auf 10 ul 
konzerttriert 

10 ul dieses Buates wurden mit 20 ul voflstfindigem Freundschen Adjuvans zu elner Emulsion 
gemtscht Je 10 ul der Emulsion wurden gemfiss dem von Hoimdahl. R. et al. [(1985). J. Immunol. Methods 
is 83 379] beschriebenen Verfahren an den Tagen 0. 7 und 12 In eine hlntere Fusspfote einer narkotislertsn 
BaftVic-Maus tnpziert 

Am Tag 14 wurde die immunisierte Maus getfltet. der popfiteaJe Lymphknoten herausgenommen. 
zerkleinert und in Iscove's Medium (IMEM, GIBCO Katalog Nr. 074-2200), das 2 g/t NaHCOj enthielt. durch 
wfederhottes Pipettteren suspencfierL Gemfiss einem modrfizlerten Verfahren von Do StGroth und Schei- 

20 degger (J. Immunol. Methods (1980), 35 , 1] wurden 5x10 7 Zellen des Lymphknotens mit SxlO 7 PAr-Maus- 
Myelomazellen (J.W. Stacker et aJ., Research Disclosure. 217. Mai 1982. 155-157), die sJch In logarithml- 
schem Wachstum befanden, fusioniert. Die Zellen wurden gemtscht. durch Zentrifugatlon gesammeft und 
durch lelchtes SchQtteln In 2 ml 50% (v/v) Potyethytengrycol in IMEM bei Raurntemperatur resuspendiert 
und durch langsame Zugabe von 10 ml IMEM wShrend 10 Minutsn vorstchtigen SchQttetns verdQrtrrt Die 

25 Zellen wuVden durch Zentrifugation gesammeft und in 200 ml voftstandigem Medium [IMEM + 20% ffitales 
Kalberserum. Glutamin (2.0 mM), 2-Mercaptoethanol (100 uM), 100 UM Hypoxanthine, 0.4 uM Aminopteri- 
ne und 16 uM Thymidine (HAT)] resuspendiert. Die Suspension wurde auf 10 GewebekurturschaJen, die 
jeweils 96 Vertiefungen enthielten. verteilt und ohne Wechsel des Mediums bei 37" C in elner Atmosphere 
von 5% COi und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 88% 1 1 Tage lang inkubiert 

so Die AntikSrper zeichnen sich aus durch ihre inhibierende Wirfcung auf die TNF-Bindung an HLfiO-Zellen 
oder durch Ihre Bindung an Antigen im Rrtertest gemfiss Beisptel 1. Zum Nachweis der biologischen 
Aktivitfil von anti(TNF-BP)-Antik5rpem wurde folgendermassen verfahren: 5x10* HL60 oder U937- Zellen 
wurden in vollstSndigem RPMI 1640 Medium zusammen mit affinitStsgereinigten monoWonalen anti-(TNF- 
BP)-Antik6rpem oder Kontrollantikorpem (di\. solchen. die nlcht gegen TNF-BP gerichtet sind) in einem 

35 ^Konzentratlonsbereich von 1 ng/m! bis 10 ug/ml Inkubiert Nach einer Stunde htkubation bei 37* C wurden 
die Zellen durch Zentrifugation gesammert und mit 4.5 ml PBS bei O'C gewaschen. Sie wurden in 1 ml 
voflstfindigem RPMI 1640 Medium (Beisptel 2), das zusfitzBch 0.1% Natriumazid und 1 25 UN Fa (10* 
cpm/ml) mit oder ohne Beigabe von unmarkiertem TNFa [sjo.) ertthieft resuspendieft Die spezifische 
Radioaktivitai des 1J5 hTNFo betrug 700 Ctfmmol. Dto Zellen wurden 2 Stunden bei 4* C . Inkubiert, 

40 gesammelt und 4 mal mft 4.5 ml PBS. das 1% BSA und 0.001% Triton X 100 (Ruka) enthiett. bei 0*C 
gewaschen. Die an die Zetien gebundene Radio aktrvttat wurde In einem 7-Scintiflatk>ns-z3h(er gemessen. In 
einem vergleichbaren Experiment wurde die zeOgebundene Radioaktrvitfit von Zellen, die nlcht mft enti- 
(TNFjBP)-Antik6rperrt behandett worden waren, bestimmt (ungeffihr 10 000 cpm/SxIO* Zellen). 

4$ 

Belspiel 4 



so AffinitStschroma togr aphie 

FQr die weitere ReJnigung wurden jeweils em gemfiss Beisplel 3 ertialtener monoldonaler antK55 kD 
TNF-BP)-Antik6rper (23 mg/ml Gel). TNFo (3.0 mg/ml Gel) und RinderserumaJbumm (BSA. 85 mg/ml Gel) 
gemfiss den Vorschriften des Herstederv kovatent an CNBr-ektMerte Sepharose 46 (Pharmacia. Uppsala* 
55 SchwedenJ gekoppett Der gemfiss Betspiel 2 ertiattene ZeDextrakt wurde Qber die so hergesteffien und In 
der fotgenden Reihenfolge rtintereinandergeschaiteten Sfiulen gelettet BSA-Sepharose-Vors&ule, tmmunaffi- 
nftfitssfiule [Anti-(55 kf>TN F-B P>- AntokO rper], TNFa-Ugand-Affinltfitssaule. Nach vollstSndigem Auftrag wur- 
den die beiden letztgenannten Sfiulen abgetrennt und einzetn fur sich mit je 100 ml der fo(genden 
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PufferiSsungen gewaschen: (1) PBS. 1.0% Triton X-100. 10 mM Benzamidin, 100 E/rnl Aprotinin; (2) PBS. 
0.1% Triton X-100. 0.5M NaCI, 10 mM ATP. 10 mM Benzamidin, 100 E/m! Aprotinm; and (3) PBS. 0.1% 
Triton X-100. 10 mM Benzamidin. 100 E'ml Aprotinin. Sowohl die tmmun- als such die TNF«-Ugand- 
Affinhatssflute wurden dann mil 100 mM Glydn pH 2JS. 100 mM Nad, 0,2% Oecytmaftoside. 10 mM 
Benzamidin, 100 E/ml Aprotinin jede fOr sich efciert Die tm FUtertest gemfias Beispiel 1 aktiven Fraktionen 
jeder Saute wurden danach jeweils veretnt und mH 1 M Tris pH 6.0 nevtrafisiert 

Die so verwtten TNF-BP-aktiven Fraktionen der krmHm-Affinh^tschromatographta «nerserts und der 
TNFa-Ugano^Affinrtfitschrofnalographie anderersefts wurden zur warren Retnfgung nochmab auf je erne 
kleine TNFo-UganoVAffinltatssSute eufgetragen. Danach wurden olese beiden Siulen mft )e 40 ml von (1) 
PBS. 1.0% Triton X-100. 10 mM Benzamidin. 100 E/ml Aprotinin, (2) PBS, 0.1% Triton X-100. 0.5M Nad 
10 mM ATP. 10mm Benzamidin, 100 E/ml Aprotinm. (3) PBS. 0.1% Triton X-100. (4) SO mM Tris PH 7.5, 
150 mM Nad. 1.0% NP-40. 1.0% DesoxychoCat 0.1% SOS. (5) PBS. 0.2% Oecylmaftostd gewaschen. 
AnschGessend wurden die SSuten mit 100 mM Gtycin pH 2-5, 100 mM NaCt, 0,2% Oecytmanosld eMert 
Fraktionen von 0.5 ml von jeder SSuIe wurden fUr sicn gesammett und ale gemfiss Rtertwt (Beispiel 1) 
aktiven Fraktionen von jeder SSute jewel Is fOr sich veretnt und tn einer Cerrtriccwvfinheit (Am Icon, 
Motekulargewichts-Ausschluss 10'000) aufkonzentriert 



Beispiel 5 



Auftrennung mittels HPLC 

Die gemSss Beispiel 4 emaltenen aktiven Fraktionen wurden gemSss Ihrer unterschiedlichen Herkunft 
(Immun- bzw. Ugand- Affinity tschromatographie) Jeweils fDr sich auf C1/C8 Umkehrphasen-HPLC-SSulen 
(ProRPC. Priarmacia, 5x20 mm), die mit 0.1% Trifluoressigsfiure, 0.1% Octytglucosid equiPbriert worden 
waren. aufgetragen. Die SSulen wurden dann mit einem linearen Acetonitri l-Gradienten (0-80%) Im glelchen 
Puffer bei einem Russ von 0.5 mi/min etuiert. Fraktionen von 1 ,0 ml wurden von )eder S&ule Qesammelt 
und die aktiven Fraktionen von jeder SSule fOr sich vereint (Nachwets gemSss Beispiel 1). 



Beispiel 6 



Auftrennung mittels SDS-PAGE 

Die gemass Beispiel 5 erhaltenen und gemass Rttertest (Beispiel 1) aktiven Fraktionen wurden durch 
SDS-PAGE gemSss [34] welter aufgetrennt Dazu wurden die Proben tn SDS-Probenpffer wShrend 3 
Minuten auf 85 *C erhitzt und anschfiessend auf einem 12% Acrylarntd-Trenngel mit einem 5%igen 
Sammelgel eSektrophoretisch aufgetrennt Als Referenz zur Bestimmung der schetnbaren Molekulargewichte 
auf dem SDS-PAGE Gel wurden (fie folgenden Bchproteine verwendet Phosphorytase B (97.4 kD), BSA 
(66.2' kD), Ovalbumin (42,7 kD). Carboanhydrase (31,0 kO). Soya Trypsin-tartfbitor (21.5 kD) und Lysozym 
(14.4 kO). 

Unter den genannten Bedingungen wurden fDr Proben. dte gemSss Beispiel 4 durch TNtVo-Ugandenaf- 
finita tschromatographie von trnmunaffinltSts<^mxnatographleeUiaten erhatten und durch HPLC gemfiss Bei- 
spiel 5 waiter aufgetrennt worden waren. zwel Banden von 55 kD und 51 kD sowie drei schwSchere Banden 
von 38 kD. 36 kO und 34 kD erhaften. Dtese Banden wurden in einem kGnl Trans Blot System (BioRad, 
Richmond. Cafifomla. USA) elektrophoretisch wShrend 1 Stunde bei 100 V tn 25 mM Tris, 102 mM Gfyctn, 
20% Methanol auf efne PVDF-Membran (Immobilon. Mittpore, Bedford. Mass. USA> trensferiert Danach 
wurde die PVDF-Membran entweder mit 0.15% Serva-Bteu (Serve, Heidelberg, BRD) In 
MethanoWVasser/Eisessig (50/40/10 Vofumenterte) auf Protein gefSrbt Oder mH e ntfe ttotom Milchputver 
btockiert und artschlJessend zum Nachweis von Banden mit TNF-BP-AktMtfit mit m MTNFa gem&s* den in 
Beispiel .1 beschriebenen Rtertestbedingungen mkuHert. Dabei zsigte sich. dass arte In der ProteinfSrbung 
zur Darstellung gefangten Banden spezifisch TNFa banden. Alio diese Banden banden tm Western Blot 
nach Towbin et al. [38] auch den gemSss Beispiel 3 hergestelften monokkxialen Anti-55kD-TNF-BP- 
Antikdrper. Dabei wurde ein gemSss dem In Beispiel 1 beschriebenen Veffahren mtt Na 125 I nxfioaktfv 
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markierter. affinitatsgereirvgter (Mausnnmurg(obuGr^Sepharos^&-AffinHStss3ule) Kaninchen-anti-Maus- 
ImmunoglobufirvAntikdrper zum autoradiographischen Nachweis dieses Antikfirpers etngesetzt 

Proben. die gemSss Beispiel 4 durch zwetmafige TNF-<HJgandenaiftnita'tsch^ des Durch- 

laufs der Immunaffirirta^chromatographie erhalten und durch HPLC gemflss Beispiel 5 weitBr aufgetrennt 

5 worden waren. zeigten unter den oben spezlflzleften SDS-PAGE- und Btottransfor-Bedtngungen zwei 
zusStzliche Banden von 75 kO und 65 kD. die bekto Im Rttertest (BefepCeJ 1) spezffisch TNF banden. tm 
Western Blot gemftss Towten et al. (s.o.) reagierten <Se Proteine dieser betden Banden rJcht mit dem 
gemSss Beispiel 3 hergestetften anth<55 kD TNF-BP)-Antik5rper. Sie reagierten aflerclngs mit etnem 
monoktonalen AntikCrper, der ausgehend von der 75 kD-Bande (anti-75 kO TNF-8P-AntikSrper) gemSss 

10 Beispiel 3 erzeugt worden war. 



Beispiel 7 

Aminos5uresequertz analyse 

Zur AmtnosSuresequenzanalyse wurden die gem&ss Beispiel 5 erhaAenen und gemSss Rttertest 

20 (Beispiel 1) aktiven Fraktionen mrttels der in Beispiel 6 beschriebenen. nun jedoch reduzierendenr SOS- 
PAGE Bedingungen (SDS-Probenpuffer mlt 125 mM Dtthtothreitof) aufgetrennt. Es wurden die gletchen 
Banden wie gemSss Beispiel 6 gefunden, die aJtercfings auf Grund der neduzierenden Bedingungen der 
SDS-PAGE im Vergleich zu Beispiel 6 atle urn etwa 1-2 kO Where Mofekulargewichte zeigten. Oiese 
Banden wurden dann gemSss Beispiel 6 auf PVDF-Membranen Qbertragen und mlt 0,15% 35 Serva-Blau in 

25 Methanol/Wasser/Elsesslg (50/40/10 Volumenteile) wShrend 1 Minute gefSrbt, mit Methanoi/VYasser/Bsessig 
(45/48/7 Volumenteile) entfarbt. mit Wasser gespOH. luftgetrocknet und danach ausgeschnitten. Bei samtli- 
chen Schritten- wurden zur Vermeidung von N-termina!er Blockierung die von Hunkapiiler [34] angegebenen 
Bedingungen eingehalten. ZunSchst wurden die gerelnigten TNF-BP unverSndert zur Aminosfluresequen- 
zierung eingesetzt Um zusStzGche Sequenzinformation zu erhaften. wurden die TNF-BP nach Reduktion 

so und S-CarboxymethyGerung (Jones, B.N. (1986) In "Methods of Protein Microcharacter1satlon\ J.E. Shively. 
ed., Humana Press, Clifton NJ. 124-125] mit Bromcyan (Tarr, G.E. in "Methods of Protein MicrocharacterS- 
sation". 165-166. op.cit ). Trypsin und/oder Proteinase K gespatten und die Peptide mlttels HPLC nach 
bekannten Methoden der Proteinchemie aufgetrennt So vorbereitete Proben wurden dann in elnem 
automatisierten Gasphasen-Mikrosequenzier-GerSt (Applied Biosystsms Modefl 470A, ABt, Foster City. 

35 falif., USA) mit einem on-Bne nachgeschalteten automatisierten HPLC PTH-Aminosfiureanarysator (Appfied 
Biosy stems Modeil 120, ABI s.o.) sequenziert wobei die foigenden Amino sSure sequenzen bestimmt 
wurden: 

1 „ FUr die 55 kD-Bande (gemSss nichtreduzierender SDS-PAGE): 
Leu-Vel-Pro-Ws-Leu-Gly-Asp-Arg-G^ 

40 Asn-SeMIe, 
und 

Ser-Thr-Pn>Glu-Lys-Gtu^ly-<Ski-leu^lu^ 

wobei X f Or einen AminosSurerest stent, der rticht bestimmt warden kortnte. 
2 r FUr die 51 kD und die 38 kD-Banden (gem5ss ntchtreduzierender SOS-PAGE): 
45 Uu-VaKPro4tis-Leu^ry*AsP-Arg-Gtu 

3.. FOr die 65 kD-Bande (gemSss nkhtreduzSerender SDS-PAGE): Bei der N-terminaJen Sequenzterung 
der 65 kO Bande wurden bis zum IS. Rest ohne Unterbrecnung zwei paraUeto Sequenzen ermrtteft. Da 
eine der beiden Sequenzen etner Teilsequenz des UbtquJtms [3637] entsprach. wurde fUr die 65 kD- 
Bande die folgende Sequenz abgeleitet 
so Uu-Pro-AIa-Gtn-Va^Ala-W>e-X4^Tyr^ 

wobei X fOr einen Aminosfiurerest stent der rttcht bestimmt warden kortnte. 
Weitere Peptidsequenzen fOr 75(65)kDa-TNF-BP wurden bestimmt 
-iie-X-Pro^^-Pt>e^ry-Va^Ala-TyT-Pro-Aia-LeiH3Kj 
und 

66 Ser-Gln-Leu^lu-Thr-Pro^lu-Thr-Leu-Leu^ly-S^ 
und 

Val-Phe-Cys-Thr 
und 
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Asn<5UvPro^in-Ala-Pro^»y-VaW 
und 

Leu-Cys-Ala-Pro 
und 

6 Vai-Pro-His-teo-Pro-Ala-Asp 
und 

Gly-Ser^ln^ly-Pro^lu^ln^ln-X-X-l^^X-AM^ 

wobet X fUr einen Anunos5urerest stent der nicht bestimmt werden konnta. 

BeteptelS 



is Bestimmung von Basen-Sequenzen von komptementfirer DNA (cONA) 

Ausgehend von der Aminosauresequenz gemfiss Formel 1A wurden unter BerOckslchtigung des 
genetischen Codes zu den AmlnosSureresten 2-7 und 17-23 entsprechende, vottstSndtg degenerierte 
OSgonucleotide in geeigneter KomptementaritSt synthetisiert ("sense" and "antisense" Oligonucleotide). 

20 Totale zellula're RNA wurde aus HL60-Ze!ten IsoHert [42. 43], und der erste cONA-Strang duichTjilgo-dT- 
Prfming oder durch Priming mit dem "antisense" Ofigonucteotid mlttels eines cDNA-Synthese-Kits (RPN 
1256. Amersham. Amersham. England) gemSss der AnteiUmg des Herstelters synthetisiert Oteser cDNA- 
Strang und die beiden syrrthetisierten degenerierten "sense" und "anti-sense" OGgonuctectide wurden in 
einer Polymerase-Kettenreatction (PCR, Pertdn Elmer Cetus. Norwalk, CT. USA gerr&ss Anteftung des 

25 HersteHdrs) dam verwendet die fur die AminosSure-Reste 8-16 (Formel IA) codierende Basesequenz aJs 
cDNA-Fragment zu synthetisteren. Die Basensequenz dieses cONA-Fragmentes lautet 5 - 
AGGGAGAAGAGAGATAGTQTGTGTCCC-3'. Dieses cDNA-Fragment wurde ats Probe verwendet urn nach 
bekannten Verfahren elnen (Or das 55 kO TNF-BP oodierenden cONA-Kton in einer Xgt1 1-cDNA-Genbank 
von menschlicher Placenta zu Identifizieren (42.43). Dieser Won wurde dann nach ObEchen Methoden aus 

30 dem x-Vektor geschnitten und In die Plasmtde pUCIB (Pharmacia, Uppsala, Sweden) und pUC19 
(Pharmacia. Uppsala, Sweden) und in die M13mp18/M13mp19 Bacteriophagen (Pharmacia. Uppsala, 
Sweden) ktoniert (42,43). Die Nukteotidsequenz dieses cONA-Klons wurde mit etnem Sequenase-Kh (U.S. 
Biochemical. Cleveland. Ohio. USA) nach den Angaben des Herstetlers bestimmt Die Nukleotidsequenz 
und die - daraus abgetettete Aminosauresequenz fOr das 55 kO TNF-BP und dessen Signalpeptid 

as ^ (AminosSure *-28" bis AminosSure "0") 1st in Ftgur 1 mlttels der Im Stand der Technik QbGchen 
Abkfjrzungen fOr Basen wie Amino sauren dargesteltt. Aus Sequenzvergleichen mit anderen. bereits bekann- 
ten Rezeptorproteinsequenzen lassen sich ungefShr 160 Amlnosfluren enthaftende N-t8rminale wie 220 
AminosSure enthaltende C-terminala Domanen, die von einer nach den Sequenzvergleichen typischen 
Trartsmembran-Region von 19 Aminosauren (in Rgur 1 urttarstrichen) getrennt werden. bestimmen. Hypo- 

40 thetische Gtykosyile rung sste Hen slnd In Rgur 1 durch Sterne Qber der erttsprechenden Amino sfiure 
gekennzeichnet 

tm Wesentfichen analoge Techniken wurden dazu etngesetzt 75^55 kO TNF-BP codierende Partielle 
cDNA-Sequenzen zu identifizieren. wobel allerdings In cSesem Fall genomteche humane DNA und von 
Peptid HA ebgelefteten vdlstandig degenenerte 14-mere und 15-mere "sense" und •antisense" OSgonu- 

43 deotide verwendet wurden. um eine prirnSre. 26 bp cONA-Probe in einer Porymerw-Kettenr o alctton 
herzustellen. Dtese cONA-Probe wurde dann dazu verwendete in etner HL-60 cONA-Blb§othek cONA-KJone 
von verschiedener Lfinge zu Identifizieren. Oiese cDNA-BibBothek wurde mlttels IsoGerter HLBO RNA und 
einem cONA-Kkxderungskrt (Amersham) nach den Angaben des Herstelters hergesteltt Die Sequenz elnes 
solchen cOMA-Ktons 1st in Rgur 4 dargestellt wobei nochmafige Sequenzlerung zu folgender Korrektur 

60 fOhrte. An Stella des Serins In Position 3 muss em Threonin das von "ACC" rdcht von *TOC" kodiert wird. 
stahen. 

BejsptelS 

55 



Expression in COS 1-Zelten 
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FOr die Expression in COS-Zeflen wurden Vektoren ausgehend von dem Plasm id "pNII* konstruiert 
Das PlasmW "PN11" enlhSIt den effizientBn Promotor und Enhancer des •major immediate-early' Gens 
des menschGchen Cytomegalovirus CHCMV: Boshart et ah. Cen 41 . 521-530. 1985). Hinter dem Promotor 
befindet sich eine kurze DNA-Sequeciz, welche mehrere Restriktkmschnittstenen enthHft. de nur etnmai Im 
plasm kl vorkommen fPolyrinker"). u.a. die Schnrttsterten fur Wndltl, Ball. BaMKI und PvuU (stehe Se- 
quen2). 

PvuII 

5 • -AAGCTTGGCCAGGATCCAGCTGACTGACTGATCGCGAGATC-3 • 
3 ' -TTCG AACCGGTCCTAGGTCGACTG ACTGACTAGCGCTCTAG - 5 • 

Hinter diesen Schnittstellen befinden sich drel Translalions-Slopcodons In alien drel Leserastem. Kfinter der 
PolyCnkersequenz befindet sich das 2. Intron und das PolyadenyOeiungssignaJ des PrfiprdnsuBngens der 
Ratte (Lomedioo et al.. Cen 18 . 545-558. 1979). Das Ptasmid entWtt femer den Rep6katk)nsur$pnjng des 
SV40 Virus sovne ein Fragment aus pBR322. das E. coli-Bakterien AmplcflGn-Resistenz verteiht und die 
Replication des Plasmids in E. coti ermGgGchL 

Zur KonstruWon des Expressionsvektors "pN123* wurde dieses Piasmid p pN11" mit der Restriktions- 
©ndonuklease PvuU geschnitten und anschfiessend mit alkali scher Phosphatase behandelt Oer dephospho- 
rylierte Vektor wurde danach aus einem Agarosegel Isoliert (V1). Die 5'-Cbem5ngenden NuWeotide des 
EcoRI-geschnittenen 1 .3kb-Fragments der 55 kO TNF-BP-cONA {slehe Bei spiel 6) wurden mit HiWe von 
Klenow-Enzym eufgefOllt. Anschtiessend wurde dieses Fragment aus elnem Agarosegel isoliert (F1). 
Danach wurden VI und F1 mrttels T4-Ugase mltsinander verbunden. E. coli H8101-ZeNen wurden dann mit 
diesem Ugierungsansatz nach bekannten Methoden [42] transformiert Mit Hffle von Restrlktionsanalysen 
und DNA-Sequenzierung nach bekannten Methoden [42] wurden Transformanten Identifiziert, die mit etnem 
Piasmid transformiert worden waren. welches das 1.3kb EcoRI- Fragment der 55 kD TNF-BP-cDNA In der 
fOr die Expression Ober den HCMV-Promotor korrekten Orientierung enthielt. Dieser Vektor erhielt die 
Bezeichnung "pN123". 

Zur Konstruktion des Vektors - pKl9" wurde folgendermassen verfahren. Bn DNA-Fragment welches 
nur die Wr den extrazellularen Teil des 55 kD TNF-BP codierende cONA enthSIt (Aminosauren -28 Ws 182 
gemass Ftgur 1) wurde mrttels PCR-Technologie erhalten (SaiW et at.. Science 230 . 1350-1354. 1985, 
siehe auch Beispiel 8). Die folgenden Ofigonukieotide wurden, um die fur den extrazelM5ren Teil des 55 kD 
TNF-BP codierende cDNA aus "pN123 B zu amplifizieren. verwendet 

BAMHI 

5 • -CACAGGGATCCATAGCTGTCTGGCATGGGCCTCTCCAC-3 1 

. ASP7IB 

3 ' -CGTG ACTCCTGAGTCCGTGGTGTATTATCTCTAG ACCATGGCCC - 5 • 

t 

Durch diese Ongonukleotide wurden ebenfalts zwei Stopkodons der Translation hinter AminosSure 182 
elngefOhrt Das so ampnfizierte DNA-Fragment wurde mit BamHI und Asp718 geschnrtteoe die Werbel 
entstandenen Oberstehenden Enden mrt Wife des Klenow-Enxyms aufgefOtit und dieses Fragment an- 
tchfiessend aus einem Agarosegel IsoGert (F2). F2 wurde dann mit VI Ggtert und der gesamte Ansatz zur 
Transformation von E. coG HB101. wie bereits beschriebene verwendet Transformanten, die mrt einem 
Piasmid transformiert worden waren. welches das DNA-Fragment In der fOr die Expression Ober den 
HCMV-Promotor korrekten Orientierung enthielten. wurden mrttels DNA-Sequmuierung (*o.) identifiziert 
Das daraus Isofierte Piasmid erhiett die Bezeichnung "pK19". 

Transfektion der COS-Zetlen mit den Ptesmiden 'pNl23' Oder 'pKl8" wurde nach der von Feigner et 
al. veroftentlichten Upofections-Methode (Proc NatL Acad. Sci. USA 84 . 741S-7417, 1887) durchgefOhrt 72 
Stunden nach erfolgter Transfektion wurden de mit *pN123" transfSferten Zatien nach bekannten Metho- 
den mit l-TNFa auf Bindung analysiert Das Resuttat der Scatchard-Anaiyse [Scatchard. G.. Ann. rtY. 
Acad. Sci. 51 . 660. 1949] der so erhaltenen Bindungsdaten fRgur 2A) 1st In figut 2B dargesteHt Die 
Kutti^berstSnde der mit "pKl9" transfizierten Zelten wurden In einem "Sandwich •-Test untersucht Dazu 
wurden PVC-Microtiterplatten (Dynatech. ArGngton. VA, USA) mit 100 uVLoch eines Kanlnchen-anti-Maus 
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Immunglobufins (10 ug/ml PBS) sensibilisiert. AnschSessend wurde r£e Platte gewaschen und mit einem 
enti-55 kO TNF-BP-Antik5rper t der Qem5ss Beispie! 3 durch seine Antigenbcndung nachgewiesen und 
isofiert wurde. der aber die TNF-Bindung an Zelten ntcht inhibiert Inkubiert (3 Stunden, 20 *C). Die Platte - 
wurde dann wieder gewaschen und Ober Nacht bei 4* C mtl 100 ul/Uxh der KutturOberst&nde (1:4 verdOnnt 

6 mit 1% entfetteter Milchputver enthaitandern Puffer A: 50 mM Tris/HCI pH 7.4, 140 mM Nad, 5 mM EDTA, 
0.02% Na-Azid) inkubiert Die Platte wurde entieert und mit IB UNf a erthaitendem Puffer A (10* cpnVmt, 
100 utt-och) mit Oder ohne Zusatz von 2 ug/mj unmarfdertem TNF wfthrend 2 Stunden bei 4*C fnkubfert 
Danach wurtte ole Ptatte 4 mai mit PBS gewaschen, die emzelnen LBcher wurden tuageschnittBn und in 
einem -rZfihler gemessen. Ole Rasuftate von 5 paraiWeo Transfefcfionen (Sfiuten #2.3. 4. 6 und 7). von 

w zwei KontroU-Transfektionen mit dem pN1 1-Vektor (Sauten #1,5) und von etner KontroOe mit HLBO-Zeft- 
Lysat (S5ule # 8) sind in Rgur 3 dargesteRL 



Bejsptel 10 

15 



Expression in Insektenzeflen 

20 Fur die Expression in einem Bacutovirus-Expressionssystem wurde von dem Plasmid "*pVL94i* 
(Luckow und Summers, 1989. "High Level Expression of Nonfused Foreign Genes with Autographa 
California Nuclear Polyhedrosis virus Expression Vectors", virology 170 , 31-39) eusgegangen und tfeses 
folgendermassen mocCRziert Es wurde die einzige EcoR^RestnTdioTwschnrttstetle In "pVL941 " entfemt, 
cndem das Plasmid mit EcoRI geschnitten und die Cberstehenden s'-Enden mit Klenow-Enzym aufgefQItt 

as wurden. V Das hieraus erhattene Plasmid pVL941/E- wurde mit Bam HI und Asp718 verdaut und der 
Vektorrumpf anschtiessend aus einem Agarosegel isoliert Dieses Fragment wurde mit einem synthetischen 
OGgonukteotid der fotgenden Sequenz Ggiert 

BaraHI EcoRI A6p718 
30 5 ' - GATCCAGAATTCATAATAG - 3* 

3' - GTCTTAAGTATTATCCATG - 5' 

j5 E coii HB101 wurde mit dem Ugterung sansatz transfbrmlert und Transform arrten, die ein Plasmid 
* errthielten, in welches das Ofigonukleotid korrekt eingebaut worden war, wurden durch Restriktionsanaiyse 
und DNA-Sequenzierung nach bekannten Methoden (s.o.) Wentifiziert; dieses Plasmid wurde "PNR704" 
genannL Zur Konstruktion des Transfervektors "pN113" wurde dieses Plasmid •PNR704" mit EcoRI 
geschnitten, mit afkafischer Phosphatase behandett und der ao erzeugte Vektorrumpf (V2) anschtiessend 

40 aus einem Agarosegel isoliert Das wie oben mit EcoRI geschnittene 1.3 kb-Fragment der 55 kD TNF-BP- 
cDNA wurde mit Fragment V2 Egiert Mit diesem Ugienjngsansatz erhalterte Transformanten. die ein 
Plasmid ertthfelten, welches das cDNA-lnsert In der korrekten Orientierung fOr die Expression Ober den 
Poly^edrinpromotor.ertthletten. wurden Wentifiziert (s.o.). Der daraus Isoiiarts Vektor erhiett die BezeJchnung 
•PN113 - . 

45 Zur Konstruktion des Transfervektors "pNH9" wurde folgendermassen vorgegangen. Das 1,3 kb 
EcoRl/EcoRl-Fragment der 55 kD TNF- BP cONA in dem "pUC19"-Ptasmid (slehe Beisptol 8) wurde mit 
Bant verdaut und mft dem folgenden synthetischen Oligonukteotid Igiert 

BanI A6p7l8 
50 5 1 - GCACCACATAATAGAGATCTGGTACCGGGAA - 3- 

3' - GTGTATTATCTCTAGACCATCGCCC - 5' 

^ Mit dem obigen Adaptor worden zwei Stopcodons der Translation hinter Amlnos&ure 182 und ein© 
Schnittstelle fur die Restriktionsendonukiease Asp7l8 eingebaut Nach erfotgter Ligation wurde der Ansatz 
mit EcoRI und Asp718 verdaut und das partielle 55 kD TNF-BP-Fragment (F3) IsoUert Weiterhin wurde das 
ebenfafls mit Asp718 und EcoRI geschnittene Plasmid "pNR704" mit F3 Dgiert und der Ugierungsansatz in 
E. cofi HB101 transformiert Die Wentifikation der Transformanten, welche ein Plasmid enthietten, in das ole 
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partialis 55 kD TNF-8P cDNA korrokt fOr die Expres tion tntegriert worden war. erfolgte wie berete 
beschrieben. Das aus cfiesen Transform arrten tsoBerte Plasm id erhiett den Namen *pN1 19*. 

Zur Konstruktion des Transfervektors "pNl24" wurde fotgendermassan vorgegangen. Das In Beispiet 0 
beschriebene. fOr den extrazellulfiren Tell des 55 kD TNF*BP codierende cONA-Fragment wurde mit den 
angegebenen OfigonukJeotiden mit Wife der PCFVTechnotogie, wie In Beisptel 0 beschriebene ampflfuiert. 
Dieses Fragment wurde mlt Bam HI und Asp718 geschnitten und aus einem Agaroseget bofiert (F4). Das 
Plasm id "pNR704 a wurde ebenfails mrt BamHJ und Asp718 geschnftten und der VeJctorrumpf (V4) wurde 
isofiert (s.o.). Die Fragmente V4 und F4 wurden Bgieft. E. cofi HB101 damft tr an sformtert und der 
rekomWnantB Trartsfervefctor 'pN124" wurde. wie beschrteben, WentfflzJert und teoiert 

Zur Transfektfon der Irtsekteruelten wurde folgendermassen vorgegangen. 3 ug dee Transfervektora 
•pN113" wurden mft 1 ug DNA des Autographa caflfcrnica-ftuUear-rxryhed^ (AcMNPV) (EP 

127839) In Sf9-Zellen (ATCC CRL 1711) transfektiert Poryhedrin negative V%en wurden Werttfflztert und aus 
•Plaques" gerofnigt [52 J. Mit diesen rekornbcnanten Viren wurden wiederum Sf9 Zelien wte In [52] 
beschriebene mftfert Nach 3 Tagen tn Kuftur wurden (fie Infiaerten ZeUen auf Bindung von TNF mitleis 
125 (-TNFa untersucht Dazu wurden die trensfektJerten Zelien mit etner Pasteurpipette vcn der ZeUkultur- 
schaie abgewaschen und bei efner ZelWichte von 5x10* Zellen/ml KufturrnecSum [52], das 10 ng/ml 125 1- 
TNF-t» enthiett, sowohl In Anwesertheit wie Abwesenheft von 5 up/ml nichtmarfcjertem TNF-a resuspendiert 
und 2 Stunden auf Eis mkubiert Danach wurden die Zelien mit reinem Kulturmedium gewaschen und die 
zellgebundene RadloaktrvltSt in einem y-ZShler gezShlt (sfehe Tabelle 2). 

Tabelle 2 



Zelien 


Zellgebundene 
Radioaktrvfult pro 10* 
Zelien 


nichtinfirierte Zelien (Kontrolle) 


60 com 


infizierte Zelien 


1600 1 330 cpm f > 



Mittelwert und Standardabweichung aus 4 Experimenten 



Beisplel 11 



Analog zu dem in Bei spiel 9 beschriebenen Verfahren wurde das fOr den extrazellulSren Bereich des 55 
kDa TNF-BP codierende cDNA-Fragment, nun jedoch mlt den folgenden OCgonukleotiden ais Primer, in 
eirver Polymerase n-Kettenreakbon ampfiflztert: 

OligonuKleotid 1: 



Sst I 

5'-TAC GAG CTC GGC CAT AGC TGT CTG GCA TG-3 ■ 



Oligonukleotid 2: 



■ Sst I 

5 1 -ATA GAG CTC TGT GGT GCC TGA GTC CTC AG- 3' 

Dieses cONA-Fragment wurde in den pCD4-K73-Vektor (DSM 5523; EuropSische Patentanmeldung Nr. 
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90107393.2; Japanische Patentanmeldung Nr. 108987/90; US Patent Appfication Set.No. 510773/90] figiert, 
aus dem die CO4-c0NA Ober die Sst W^estrfktioos-Schnittstelten herausgenommeo worden war. Sstt- 
Schnittstellen befinden sich in dem Vektor pCCH-fM sowohi vor wie In dem CD4-Teitsequen2StQck wie 
dahinter. Das Konstrukt wurde mrttels Protoplastenfusion nach 01 et al (Procd. Natl. Acad. Sci. USA 80 . 

5 825-829. 1983) in J558-Myetonuerten (ATCC Nr. T1B6) tmnsfizJert Transfefct an te n wurden dureh Zugabe 
von 5 ug/ml Mycophenolsaure und 250 ug/ml Xanthln (Traunedcer et at, Eur. J. bnmunoL 16 . 851-854 
[1986D in das Gmndmedtem (Oulbecoo't modfflziertes Eagle's Medium. 10% fOtales KaMbeTserum, 5 x 
10~*M 2-Mercaptoethanol) setofcboruert Das von den trsnsfizterten Zeflen eekretleite ExprBsskyisprodukt 
konnte mittels ablicher Methoden der Protainchemie. i_B. TNMP-Antfkfirper-Affinft^ 

io gerelnigt warden. Fails nlcht bererts spezffisch angegeben, wurden tut KuHMerung der verwendeten 
Zefllinien. aim Wonferen. Setekttonieren biw. zur Expansion der kJonlerten Zelien 6tandafdverfahren, wte 
rB. von Freshney. fU. In "Culture of Animal Cells". Alan R. Uss, bxx. New York (1883) beschrteben. 
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Anspriiche 

1 . Ntchtidsliche Proteine und ttsttche oder nichtiosfiche Fragmente davon, die TNF blnden, In homogener 
Form, sowie deren physiotogisch vertrSgliche Salze. 

2. Verbindungen gemass Anspruch 1. de durch Molekulargewichte gemSss SDS-PAGE urtter nicrrtreduzie- 
renderi Bedingungen von etwa 55 kD und 75 kO charakterislert sirtd. 

3. Verbindungen gemass elnem der AnsprOche 1 und 2, die wenigstens eine der fotgenden AmlhosSurese- 
quenzen enthalten: 

i^uAra^Pro^s4^tK3ly-Asp-Arg^j^ 
Ser-fle; 

Ser-Thr-pro^lu^ys^lu^31y^Uj-Leu^l^ 

L^Pro-AJa^ln-Val-Ala-Prte-X^r^ 

IW-X-Pro^ry-Phe^ly-Va^Ala-Tyr4>ro-Ala^^u-Glu; 

Ser^ln-Leu-Glu-Tnr-Pro^tu*ThHjeu-Leu-Gly- 

Val-Phe-Cys-Thn 

Asn^ln-Pro^ln-Ala-Pro^ly-VaK3!u-Ala-Ser-Gfy^a^ly^ki-Ala; 

Leu-Cys-Ala-Pro; 

Val-Pro-His-Leu-Pro-Ala-Asp; 

Gly-Ser*Gln-Gly-Pro-Glu-Gln-Gln-X-X-Leu-lle-X-Ala-Pro 

wobei X fur einen nlcht bestimmten AmlnosSurerest stent 
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4. DNA-Sequenzen. <fie fur nlctiUosfiche Proteins Oder Bsfiche wie nlchttisffche FragmentB davon. die TNF 
binden. kodieren. wobel sotehe ONA-Sequenzen bus den folgenden auswShtbar sind: 

(a) DNA-Sequenzen. wis sie In Rgur 1 oder Rgur 4 dttrgestettt sind. wie deren komplement2ren Strinoe 
Oder solcfie. die cfiese Sequenzen umfassen; ' 

(b) ONA-Sequenzen. die mH wie unter (a) defmierten Sequenzen Oder ftagmenten davon hybritisferen: 

(c) DNA-Sequenzan. d* auf Gnjnd der Entartung d<» genetischen Codes rucht mft Sequortzen, wia unter 
WMjnd^(b) definlerte hyoridisleren. aber die fOr Polypeptide mlt genau gieicner AmJnosIuresequenz 

SJ^-SeoAianren gem3ss Ansproch 4. die elne Kombinafion aus zwel TeMNA-Sequanzen umfassen. 
wpbe I die elne Tefeequenz fOr ifis&che fragment* wr, nk*tkJr3chen Proteiner, die TNF binden taxSert 
und dta andere TeiVSequanz. far ade DomSnen ausser der enten OomSne der konatanten Region der 
•chweren Ketta von humane n bnmunglobuBnen. wie IgG, IgA. IgM bzw. IgE, kodlerL 

6. ONA-Sequenzen gemass Aropruch 5. wobel besagta humane ImmunglobuSne IgM bzw. solche der 
KMsse IgG sind. 

7. DNA-Sequenzan gemass Ansproch 6. wobel besagta humane Immunglobufin* eoteho vom Typ lol bzw. 

a Von ONA-Sequenzen gem5ss elnem der AnsprOche 4-7 kodJerte rekombfnante Protetae. wie aUetlsche 
Varfanten. oder Deletions-. Substitutions- Oder Additionsanatoge davon. 

0. Vektoren. die DNA-Sequenzen gema*ss einem der AnsprOche 4-7 enthaften und zur Expression der von 
diesen DNA-Sequenzen kodierten Proteinen in prokaryotischen- wie eukaryotfschen WirtssystemSn geeio- 
net sind. 

10. Prokaryofsche- wie eulcaryotische Wirtssystemen die mH einem Vektor gemSsa Ansproch 9 transfor- 
miert worden sind. 

11- Wirtssysteme gemSss Ansproch 10. wobel diese SSuger- oder Inaektenzellen sind. 
\Z Geg4n eine Vetblndung gemass einem der AnsprOche 1-3 oder 8 gerlchtets AntikOrper. 

13. En Verfahren zur Isofierung einer Verbindung gemSss elnem der AnsprOche 1-3. dadurch gekennzeich- 
net. dass man Im wesentfichen die folgenden ReinigungsschrmB nacheinander ausfOhrt Kersteflung eines 
Zeltextraktes. ImmunaifinrtStschronutfographie und/oder ein- oder mehrfache Ugandenaifinitatscriromatoora- 
phie. HPLC und praparative SOS-PAGE und falls gewOnschte die so Isofierten Verbindungen chemisch oder 
enzymatisch spattet und/oder in geeignete Salze Dberfuhrt. 

14. Bn Verfahren zur Herstellung einer Verbindung gemSss Ansproch 8. das dadurch gekennzeichnet 1st 
dass man ein wie in Ansproch 10 oder 1 1 beansprochtes transformtartes Wirtssystem In einem geelgneten 
Medium kultiviert und aus dem Wirtssystem sebst oder dem Medium sotche Verbindungen isofiert 

15. Pharmazeutische PrSparate. dadurch gekennzeichnet. dass sle eine oder mehrere Verbinduna(en) 
, gemass elnem der AnsprOche 1-3 oder 8. gewOnschtenfalls In Komblnation mH wetteren pharmazeoesch 

wirksamen Subtanzen und/oder nlcht-toxischen. inertan. therapeutisch vertrfigfichen TrSgermateriafien en{- 
naiten. 

16 Pharmazeutische PrSparate zur Behandlung von Krankhehen. bel denen TNF InvoMert 1st. wobel solche 
l^L^t^ gekennzeichnet sind. dass sle elne oder mehrere VerWndung{en) gemSss einem der 
AnsprOche 1-3 oder 8. gewOnschtenfalls In Kombination mH weiteren Pharmazeutisch wirksamen Subtanzen 
und/bder nicht-toxischen. inerten, therapeutisch vertrSgOchen Trfigermaterfafton enthaJten. 
17. Verwendung einer Verbindung gemSss elnem der AnsprOche 1-3 oder 8 zur Behandlung von Krankhel- 
tort ! 

ia Verwendung einer Verbindung gemSss elnem der AnsprOche 14 Oder 6 zur Behandtung von KrankheJ- 
ten. bei denen TNF mvoMert tet 

10 Bne wie in einem der AnsprOche 1-3 oder 8 beanspruchte Verbindung warm tmmer tie nach einem wie 
In Anspruch 13 oder 14 beanspruchten Verfahren hergecteftt worden 1st 
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Fiqur 1 



-185 G^TTCGGGGGGGTTCJUUSATCACTGGGAOCAGGCCGTC 
-125 0CCTX3UVCTGTCACCCCAAGGCftC 
-€5 CX3UX3kCTOXX3^GCCACA^ 

-28. . . . . 

+1 

-10 UuValGlylieTVrProSerGlyVallleGlyLeuValProHiaLeuGlyAspXrgGlu 
55 TTGGTGGGAAIAT&CCCCTCAGGGG riAllX^iACTGGTCOCTCRCCIAGGGGRCAGGG^ 

*** . 

115 AAGAl^ 

30 CysThrLysCysHlsLysGiyThrTyrl^uTyrAsnAsp^ 
175 TGTACCAAGTGCXACJUU^^ 

50 TlirAspCysArgGluCysGluSerGlySerPhe^ 
235 ACGGACTGCAGGGAGTGTGAGAGCGGCTCCTTCACCGCTTC 

70 CysLcuSerCysSerLysCysArgLysGluHetGlyGlnValGluIleSerSerCysThr 
295 TGCCTCAGCTGCTCCAAATGCC^^ 

V - • • • • * . 

90 ValAspArgAspThrValCysGlyCysArgLysAsnGlnTyrArgHisTyrTrpSerGIu 
355 GTGGACCGGGACACCGTGTGTGGCTGCAGGAAGAACQ^^ 

*** . 

110 AsnLeuPheGlnCy sPheAsnCys SerLeuCysLeuAsnGlyTHrValHisLeuSerCys 
415 AACCTTTrcCAGTGClTCAA 

130 GlnGluLysGlitf^ThrV^CysThzCym 

475 CAGGAGAAACAGAACACCGTGTGCRCCTGOCRTGCAG bl II I IT TC TAAGAGAAAAGGAG 

* - • 

150 CysValSerCysSerAsnCysLysLysSerl^iiGluCysThrLysLeuCysLeuProGln 

535 TGTGTCTCCTGTAGTAACTGTAAGAAAAGOCTGGAGT^ 

170 IleGluAsnValLvsGlvTt^luA^ T^iif^iP^T^iWtl Tlo 

595 ATTGAGAAXGTTAAGGGCACTGAGGACT^^ 

190 Ph pPtr fil v T^lC y^TrfMlTipt'S^rT^iiT^iiPhATi nr.i y /^,^^is^ 1 ^ 71 

655 TTCTTTGGTCTTTGCCTTTTATCCCTCCTCT 

r 

210 TrpLysSerLysl^uTyrSerlleValC^sGlyLysSerTlirProGluLysGluGlyGlu 
715 TGGAAGTCCAAGCTCTA C IC GA I lU'1 1 UjIWJJATCQ^^ 

*** 

230 I^uGluGlyThrThrThrLysProI*^ 
775 CTTGAAGGAACTACTACI*^ 

•••••• 

250 PheThrProThrl^uGlyPheSerProValProSerSe^^ 
835 TTCAOCCOCAOOCTQGGCTTCAGTCCOGTGOO CA ^^ 

270 TyrThrProClyAspCysPraAsnPheAlaAlaPr^^ 
895 TAIAOCCOCGGTGACTGTCCCAAC 1 I'IIjUjU^IUXX ^ 

290 GlnGlyAla^ProIleUuAlaThrMal*^ 
955 CAGGGGGCTGACCCCATCCTTGCGAC^^ 
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Figur 1 (Forts.) 



310 GlnLysTipGluAspSerMaHisLysPr^ 
1015 CAGAACTGGGAGGACAGCGCCCAGAM 

330 LeuTYriUaValValGluAsnValProProL^^ 

1075 CTGTACGOOGTGGTGGftGAAGGTQO CC Ora^ 

350 GlyLeuSerAspHisGluIleAspArtjLeiiGI uTiPuGlnAsnGlyArgCyslgaArgGlu 

1135 qcsgcTCAGCGRCCRCGAG^TOGRTOGGCTGG^ 

370 AlaGlnTVrSerttetl^uMaThrtrpArg^ 
1195 GCGCAAIACAGCATGCTGGCQtf^^ 

* • • • 

390 GluI^uI^GlyAri^alLeuArgAspMetAs^^ 
1255 GftGCranGGGACGCGTGCTCCGC^^ 

410 GluAlaLeuCysGlyPrcAlaAlaLeuProProAlaProSerLcuLcuArg 

1315 GAGCKXCTTTGO^CCCGCCGC^^ 

1375 GCCCCTCOGGGCAGCTCTAAGGAOCGTCCTGCGAGATCGOC^ 

1435 TGGAAAGGAGGGGTCCTGCAGGGGCW^^ 

1495 CCCTCGAIGTACATAGCTTTTCTC^^ 

1555 CQCGGAGAGAGGTGCGCCGTGGGCTCAAGM 

1G15 WDOCXATGCCICAIGCOCGTTTT^^ 

1675 GTTTCGTCCCtGAGCCTTTTTCA^ 

1735 GTTTTGTTTTTAAATCAATCA^^ 

1795 CCTGGACAAGCACAIAGCSJ^^ 

1855 GGCCTTCAGCTGGAGCTGTGGACTTTTGTA^ 

1915 AACCCGAATTC 
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Fiqur 2A 
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Fiqur 2B 



■ Transfektant KO 0.49 nM 
Q Kbntrolle KD 0.46 nM 
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Fiqur 5 
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F,nw> 4 



SepflapS«rUa I Cy sflapS.rCyjG I uflapSepThpTypThpG I nLeuTppflsnTppUa i 
TCCGflCTCCGTGTCTGflCTCCTCTCflCGflCflCCnCfiTBCflCCCflGCTCTGGflflCTGGGTT 

PpoG I uCy »LeuSepCyaG ! ySepflpgCy*S«PS«pflapG InUaiGI uThrG I nfl | aCyi 
CCCGflGTGCTTGRGCTGTGGCTCCCGCTGTflGCTCTGACCRGGTGGRRflCTCRflGCCTGC 

ThrflpgG I uG I nflsnRpg 1 1 eCysThr Cy*flpgPro6 1 yTppTypCyifl I aLeuSepLus 
RCTCGGGRRCRGRflCCGCRTCTGCflCCTGCRGGCCCGGCTGGTRCTGCGCGCTGRGCRRG 

G I nG ! uG I yCy sflpgLeuCy sfl I aPpoleuPpolysCysflpgPpoG I yPheG lyUalRIa 
CRGGRGGGGTGCCGGCTGTGCGCGCCGCTGCCGRRGTGCCGCCCGGGCTTCGGCGTGQCC 
* 

RpgPpoGlyThrG I uThrSerflspUa I Ua I CysLyaPpoCysfl I oPpoG I y ThpPheS«p 
RGRCCRGGRRCTGRRRCRTCRGRCGTGGTGTGCRRGCCCTGTGCCCCGGGGRCGTTCTCC 

flsAThpThrSer SerThpflsp 1 1 eCysflpgProH IsGlnl I eCysflsnUa I Ua I R I a 1 1 e 
RRCRCGRCTTCRTCCRCGGRTflTTTGCRGGCCCCRCCRGRTCTGTRRCGTGGTGGCCflTC 

^^lS!^ ,aSerRr9flspfl,aUa,c «* ThrSepTh ' , SepPpoThpflpgSepnetflla 
CCTGGGRRTGCRRGCRGGGRTGCRGTCTGCRCGTCCRCGTCCCCCRCCCGGRGTRTGGCC 

• . , 

~S « H 1 aLeuPpoC 1 nPpoU « I SepThpflpgSopG I nH I sThpG I nPPoSeP 
CCflGGGGCflGTflCflCTTflCCCCRGCCflGTGTCCflCflCGflTCCCflflCRCflCGCflGCCflflGT 

* • • 

!«™H!!i!! PThpfl ' aProSepTh ''SepPheLeuLeuPponet G I yPPoSepPpoPpo 
CCRGflflCCCRGCflCTGCTCCflRGCflCCTCCTTCCTGCTCCCflflTGGGCCCCflGCCCCCCfl 

rill IS ! il tr THPG ' y fl8 Prhefl 1 al -euProUa I G I yLeu I IcUalGlyUal Thpfl I a 
GCTGRRGGGRGCRCTGGCGRCTTCGCTCTTCCflGTTGGflCTGRTTGTGGGTGTGRCRGCC 

SSrfcllSSU:!™ 8 , y"-""-i«-icy«««l I l.n.tThrGl n UalLy»Ly.Lyi 

TTGGGTCTRCTRRTRRTRGGRGTGGTGRRCTGTGTCRTCRTGACCCRGGTGRRRRRGRRG 

SS?lS!l:i!lSl!I Rpfl6 1 UR ' aLysUa ' p «-°"««L««ProfllaflapL U 3fllaflpgGly 
CCCTTGTGCCTGCRGRGRGRRGCCRRGGTGCCTCRCTTGCCTGCCGRTRRGGCCCGGGGT 

RCflCflGGGCCCCGRGCRGCflGCRCCTGCTGRTCflCflGCCCCGRGCTCCflGCRGCflGCTCC 

CTGGRGRGCTCGGCCflGTGCGTTGGflCflGflflGGGCGCCCRCTCGGflflCCRGCCflCflGGCR 
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Figur 4 (Portaetzunq) 



28 1 ProG lyUolGluAl aSerG I yfllaGI yGIufll oArgA I aSer Thr6 I ySer Strfl I aftsp 

841 CCflGGCGTGGRGGCCflGTGGGGCCGGGGflGGCCCGGGCCflGCflCCGGGflGCTCflGCflGflT 

• • § • # • 
301 StrSerPr oG lyGlyHlsGI yThrG I nUol flsnUa I ThrCys i I eUo I RsnUa I CysSeP 
901 TCTTCCCCTCGTGGCCflTGOGRCCCflOGTCflflTCTCflCCTOCflTCGTOflflCCTCTCTflGC 

• • a t t • 

321 SapSapflapH i sSerSerG I nCyaSarSarG 1 nfl I aSapSepThrdet G I yflapThrflsp 

961 RGCTCTGRCCflCOGCTCRCfl6TGCTCCTCCCflflGCC(lGCTCCflCflATG6GflGRCflCflGflT 

• • • • » • 

311 SarSerProSarG I uScrProlyaflapG I uG I nUa I Pr oPhaSarLyaG I uG I uCy aft I a 

1021 TCCAGCCCCTCGGAGTCCCCGRRGGRCGflGCRGGTCCCCTTCTCCRRGGRGGRRTGTGCC ~ 

• • • • • • 

361 PheflpgSerG 1 nLeuG I uThrProG 1 uThrLeuLeuG I ySerThrG I uG I uLy aPr oLau 

1081 TTTCGGTCRCRGCTGGAGRCGCCRGRGRCCCTGCTGGGGAGCRCCGRAGRGRRGCCCCTG 

y • • • • • • 

381 ProLeuG I yUa I ProAapA I aG lytletLysPpoSap 

I HI CCCCTTSGRGTGCCTGATGCTGGGATGRRGCCCflGTTRflCCflGGCCGGTGTGGGCTGTGT 

1201 CGTAGCCRRGGTGGCTGRGCCCTGGCRGGRTGRCCCTGCGRRGGG6CCCTGGTCCTTCCA 

1261 GGCCCCCRCCRCTAGGACTCTGAGGCTCTTTCTGGGCCRAGTTCCTCTRGTGCCCTCCRC 

1 321 RGCCGCRGCCTCCCTCTGACCTGCflGGCCRRGflGCAGRGGCflGCGRGTTGTGGflRflGCCT 

1381 CTGCTGCCRTGGCGTGTCCCTCTCGGRR6GCTGGCTGGGCRTGGRCGTTCGGGGCATGCT 

Mil GGGGCRRGTCCCTGRGTCTCTGTGRCCTGCCCCGCCCRGCTGCACCTGCCRGCCTGGCTT 

1 S01 CTGGAGCCCTTGGGTTTTTTGTTTGTnGTTTGTTTGTTTGTTTGTTTCTCCCCCTGGGC 

1 S6l TCTGCCCAGCTCTGGCTTCCAGRRARCCCCflGCATCCTTTTCTGCRGAGGGGCTTTCTGG 

1 621 RGRGGRGGGRTGCTGCCTGRGTCRCCCflTGRRGRCAGGRCflGTGCTTCRGCCTGRGGCTG 

1681 RGRCTGCGGGRTGGTCCTGGGGCTCTGTGCRGGGRGGRG6TGGCRGCCCTGTflGGGRflCG 

1 71 1 GGGTCCTTCRRGTTRGCTCRGGRGGCTTGGRRRGCRTCRCCTCRGGCCRGGTGCRGTGGC 

1801 TCACGCCTRTGATCCCAGCACTTTGGGAGGCTGAGGCGGGTGGATCACCTGAGGTTRGGR 

1661 GnCGflGflCCflGCCTGGCCflflCflTGGTRflflflCCCCflTCTCTRCTRflflflRTRCflGflflflTTfl 

1 921 GCCGGGCGTGGTGGCGGGCRCCTRTRGTCCCRGCTflCTCR6Rfl6CCTGRGGCTGGGRRRT 
1981 CGTTTGRRCCCGGGRRGCGGR6GTTGCRGGGA6CCGRGRTCACGCCACTGCACTCCRGCC 
2041 TGGGCGRCR GRGC GRGAGTCTGTCTCflRRRORAARflRRARAHGCflCCGCCTCCflflfltGCT 
21 01 RflCTTGTCCTTTTGTRCCRTGGTGTGRRRGTCRGRTGCCCflGRGGGCCCflGGCflGGCCRC 
2161 CRTRTTCRGTGCTGTGGCCTGGGCRRGRTRRCGCRCTTCTAflCTRGRRATCTGCCRRTTT 
222 1 TTTRRRRRRGTRAGTRCCRCTCRGGCCRRCRRGCCRRCGRCAflRGCCRflRCTCTGCCflGC 
228 1 CflCRTCCflflCCCCCCRCCTGCCRTTTGCflCCCTCCGCCTTCflCTCCGGTGTGCCTGCflO 
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